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梨黑星病菌的分离培养和基质研究
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　　[摘　要 ]　用 18种培养基对梨黑星病菌进行分离培养结果表明,用 PDA、改进 PDA 及 PSA 培养较易分离成

功,在改进 PDA + L′中营养生长速率最大, 20℃下培养 20 d菌落直径可达 12 mm ,并产生分生孢子。药效测定试验

表明, 10. 0 ΛgömL 的 70%代森锰锌或 5%杀菌清水剂及 5. 0 ΛgömL 的植物制剂 20%苦皮藤水浸液,对梨黑星病菌

分生孢子萌发有很高的抑制作用,抑制率分别达 100% , 100%和 78. 71%。
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　　梨黑星病 (V en tu ria p rina A derh )是我国南北

梨产区普遍发生的重要病害之一。近年来,由于种植

结构和品种布局的变化,常导致梨黑星病大流行。梨

黑星病不仅危害叶片、叶柄、嫩枝和果实,而且常引

起叶片早期脱落、果实畸形,造成品质和产量下降,

严重影响树势和梨业生产。而该菌目前分离培养较

困难,人工培养下生长缓慢,对研究该菌的生理生化

特点、侵染发病规律、室内外药效试验等带来不便。

为此,作者等尝试筛选适宜于该菌分离和生长的培

养基及有效的杀菌剂。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试病原菌　分别采自陕西杨陵、彬县、乾

县果园。

1. 1. 2　供试培养基　先后共试用了 18种固定配方

与改良配方培养基,其配方如下: (1)马铃薯葡萄糖

琼脂培养基 (PDA ) ; (2)马铃薯蔗糖琼脂培养基

( PSA ) ; (3)梨叶浸汁麦芽浸膏培养基 (L Y) ; (4)梨

果浸汁麦芽浸膏培养基 (L G) ; (5) PDA + 梨果汁培

养基 (PDA + G) ; (6)甘氨酸等微量元素琼脂培养基

(A ) ; (7) PSA + 梨果汁培养基 (PSA + G) ; (8) PSA

+ 梨块培养基 (PSA + L ) ; (9) PDA + 熟梨块培养基

(PDA + L′) ; (10) PSA + 胡萝卜块培养基 (PSA +

H) ; (11) PDA + 熟胡萝卜块培养基 ( PDA + H′) ;

( 12) 木糖培养基 (M D ) ; ( 13) 多种培养液 ( PB、

PDB ) ; (14)燕麦片琼脂培养基 (Y) ; (15)V 8琼脂培

养基 (V 8) ; (16)麦芽膏琼脂培养基 (M ) ; (17)牛肉

浸膏琼脂培养基 (N ) ; (18)琼脂培养基 (Q )。其中,

PB、PDB 为液体培养基,其余均为固体培养基。

1. 1. 3　供试药剂　70%代森锰锌、5%杀菌清水剂

和 12. 5%烯唑醇均为市售,植物制剂 20%苦皮藤水

浸液由西北农林科技大学农药研究所提供。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　病菌分离　在上述 17 种固体培养基上,分

别用常规组织分离法和单孢分离法[1, 2 ]对所采病叶

进行分离, 每种培养基分 3 皿, 每皿内放材料 9 块

(单孢挑 9个) ,于 10, 15, 20, 25, 30 ℃ 5种温度下培

养,选择最适温度,并将分离物进行活体定点接种。

1. 2. 2　病菌在不同基质上生长速率测定　将分离

物制成 Υ= 4 mm 的菌饼,接入上述 18种培养基,每

处理重复 3 次, 20 ℃下黑暗培养,观察菌丝生长情

况。

1. 2. 3　药效测定　用孢子萌发法[1, 2 ]测定 70%代

森锰锌、5%杀菌清水剂、12. 5%烯唑醇、植物制剂

20%苦皮藤水浸液对梨黑星病菌的抑制作用。4种

药剂均设置 0. 625, 1. 25, 2. 5, 5. 0和 10. 0 ΛgömL 5

个浓度,以清水为对照,置 20～ 23 ℃下培养 12 h。萌

发百分率及抑制率计算公式如下:

　萌发率ö% =
萌发孢子数
总孢子数 ×100%

　抑制率ö% =
对照孢子萌发率- 处理孢子萌发率

对照孢子萌发率 ×100%
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2　结果与分析

2. 1　分离基质筛选

　　各种培养基上的分离结果表明, 在 PDA + G、

PSA、PDA、PSA + G、PSA + L、PSA + H、PDA + L′

培养基上,以组织分离法可获得梨黑星病菌。单孢分

离仅在 PDA + G、PSA、PDA 培养基上见到极少菌

落,在L Y、L G 培养基上采用组织分离法所获病菌

生长极弱, 在V 8、Y、M、A、L G、L Y、N 等其余供试

培养基上病菌生长缓慢,且易被杂菌污染。将所得分

离物接种于杨陵果园的梨树叶片上, 15 d 观察到产

生的分生孢子,证明分离成功。比较 5种不同的温度

处理在 PDA 培养基上对梨黑星病菌生长的影响

(表 1) ,结果表明,梨黑星病菌分离培养的最适温度

为 20～ 25 ℃, 15 ℃以下及超过 25 ℃时,生长缓慢。
表 1　不同培养温度对梨黑星病菌生长的影响 (PDA )

T able 1　Effect of cu ltu ral temperatu re on

grow th rate of V entu ria p rina

培养时间öd
Cultu re

date

菌落直径ömm Co lony diam eter

10 ℃ 15 ℃ 20 ℃ 25 ℃ 30 ℃

7 1. 0 1. 0 2. 5 2. 0 1. 0

14 1. 0 1. 8 5. 5 5. 0 1. 5

21 3. 0 6. 5 8. 7 8. 7 2. 0

28 5. 1 8. 5 19. 5 18. 8 2. 6

2. 2　病菌在不同培养基质上的生长情况比较

培养基质比较试验结果 (表 2)表明, 梨黑星病

菌在 PDA + L′上生长最快,一般 20 d 菌落直径可达

12 mm , 在 PDA + H′、PSA 及A 上次之, G 上生长

最慢。由于在其余培养基上生长极为缓慢,故未再列

表赘述。
表 2　不同基质上梨黑星病菌的生长速率 (20 ℃)

T ab le 2　Effect of m edium on grow th

rate of V entu ria p rina

培养时间öd
Cultu ral

date

菌落直径ömm Co lony diam eter

5 d 13 d 20 d

A 0. 68 3. 37 5. 49

G 0. 58 2. 31 2. 90

PSA 1. 42 3. 76 6. 15

PDA + L′ 1. 45 5. 07 12. 00

PDA + H′ 1. 79 3. 80 6. 51

2. 3　药效测定

表 3表明, 70%代森锰锌 10. 0 ΛgömL 和 5%杀

菌清水剂 10. 0 ΛgömL ,对梨黑星菌孢子萌发的抑制

率均高达 100% ,效果明显优于其他农药。植物制剂

20%苦皮藤水浸液 5. 0 ΛgömL 抑制率也可达

78. 71% ,这说明该植物制剂在防治梨黑星病中有很

大潜力。

表 3　不同药剂对梨黑星菌孢子萌发的药效试验结果

T able 3　Effect of fungicides on con idia germ ination of V entu ria p rina

药剂浓度ö
(Λg·mL - 1)

Concen tration
of fungicide

70%代森锰锌
70% m ancozeb

5%杀菌清水剂
5% ch lo ro thalon il

12. 5%烯唑醇
12. 5% din iconazo le

20%苦皮藤水浸液
20% ch ineses b ittersw eet

萌发率ö%
Germ ina2
tion rate

抑制率ö%
Supp res2
sion rate

萌发率ö%
Germ ina2
tion rate

抑制率ö%
Supp res2
sion rate

萌发率ö%
Germ ina2
tion rate

抑制率ö%
Supp res2
sion rate

萌发率ö%
Germ ina2
tion rate

抑制率ö%
Supp res2
sion rate

CK 66. 54 - 66. 54 - 66. 64 - 66. 64 -

0. 625 45. 08 32. 25 42. 38 36. 31 50. 08 24. 85 48. 36 27. 03

1. 25 38. 98 41. 42 41. 42 42. 44 37. 27 44. 77 35. 56 46. 64

2. 5 33. 28 50. 00 26. 67 59. 78 27. 00 59. 48 32. 74 50. 87

5. 0 7. 60 88. 38 3. 02 95. 46 - - 14. 19 78. 71

10. 0 0 100. 00 0 100. 00 - - - -

3　讨　论

用 17 种培养基对梨黑星病菌进行分离的结果

表明, PDA、改进 PDA 及 PSA 较易分离成功,组织

分离法的成功率高于单孢分离法。其成功率的高低

还与所采材料的新鲜程度关系密切,试验表明,如果

在发病初期采褪绿斑或是刚产生微薄霉层的标本,

随采随分成功率可达 90%以上,反之,成功率很低。

据有关资料报道,分离时采用麦芽琼脂培养基成功

率最高[3 ] ,进入夏季不宜用单孢分离法。本研究结果

表明,只要分离过程中消毒时间掌握好,将 pH 值调

节到适宜于该菌生长的偏酸环境中,一般在该菌发

生时间 (4～ 10 月) [4 ]采集的标本用上述 PDA + G、

PSA、PDA、PSA + G、PSA + L、PA S+ H、PHA + L′

等培养基进行组织分离均可获得成功,而且很少有

污染, 20 ℃下 7～ 10 d 菌落直径可达 3～ 4 mm ,并

产生少量分生孢子。本试验中也采用黑光灯照射,意

在诱导产孢[5 ] ,但发现其对该菌的生长有促进作用,

对产孢效果却不理想。另外,利用无糖 PB 或降低糖

含量的 PDB 进行培养,菌丝生长也较快, 10 d 菌落

直径可达 9～ 10 mm (用十字交叉法,从瓶底测量其

菌落直径[1, 2 ])。说明该菌在无糖或少糖条件下,有利
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于营养生长。虽然已有资料研究出了产孢方法[6 ] ,但

产孢量仍很少,室内药效试验还有赖于田间发病后

采集的标本。其分离物的产孢机理、培养时需黑光还

是黑暗、或是散光、以及基质营养等条件,均有待于

进一步研究。

在药效测定试验中, 10. 0 ΛgömL 70%代森锰

锌和 10. 0 ΛgömL 5%杀菌清水剂对梨黑星孢子的

萌发抑制率均高达 100%。植物制剂 20%苦皮藤水

浸液 5. 0 ΛgömL 抑制率也达 78. 71% ,虽低于试验

中的化学农药,但其低毒、低残留、对环境无污染,且

成本低,在杀菌剂领域具有很大的发展潜力。如果将

该试剂的浓度加大是否也能达到与化学制剂相同或

近似的效果,有待于进一步试验证实。
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Iso la t ion and m edium select ion of V en tu ria p rina

N IU Xu-yan ,L IL i-q ing, ZHAO Hua, GU B iao, A I Ha i- j iang
(K ey L abora tory of P lan t P rotection R esou rces and P estM anag em en t,M inistry of E d uca tion, Colleg e of P lan t P rotection , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract:M odif ied PDA , PDA and PSA w ere th ree effect ive m edia u sed fo r iso la t ion of V en tu ria p rina

among eigh teen selected m edia. T he great grow th ra te of m ycelium has been ob ta ined at 20 ℃ on the PDA

+ L′. 10. 0 ΛgömL of 70% m ancozeb o r 5% ch lo ro thalon il and 5. 0 ΛgömL of 20% Ch ineses b it tersw eet

w ere effect ive fo r supp ressing con id ia germ inat ion of V en tu ria p rina. T he supp ressive ra te w ere 100% ,

100% o r 78. 71% respect ively.
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